










 Immobilization of enzyme on nitrocellulose film for 







     研 究 生﹕林雅婷        
















 論文口試委員會 召集人       （簽章） 
         委 員       （簽章） 
                   （簽章） 
                   （簽章） 
                   （簽章） 
         所 長       （簽章） 












































  -v- 
Abstract 
    In this paper, we propose an EGFET biosensor which the enzyme was 
immobilized on the nitrocellulose film. A porous nitrocellulose layer formed 
by phase inversion process was deposited on SnO2/ITO gate directly by 
spin-coated technology. To reach a surface chemistry condition can 
corresponding EGFET has appropriate pH-sensitivity and protein 
immobilization capability, the optimized nitrocellulose film manufacturing 
conditions were discussed  through factors of inverse phase process, spin 
speed of the spin coater concentration of nitrocellulose. To understand the 
protein immobilization ability of nitrocellulose modified EGFET, we 
immobilized the urease on nitrocellulose film which used as an urea biosensor. 
The device shows a response of 136mV in a urea concentration of 64mg/dl. 
The porous surface of nitrocellulose shows low diffusion barrier, which has a 
fast response time of 20 sec. After a stability test, we found the sensor could 
maintain its excellent performance for detection of urea samples at least repeat 
measured of 27 times during 60 days. It is concluded that the developed 
nitrocellulose modified EGFET is perspective for its biosensor application for 
the determination enzyme or antigen-antibody reaction that the proposed 
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即時測定功能【謝振榮, 2006】。 





擇電極的功能也具有場效電晶體之特性【Bergveld P. et al., 1970】。延伸
式閘極感測場效電晶體（extended gate field effect transistor, EGFET）為另
ㄧ種離子感測結構，其本身具有低成本、易封裝、穩定度高等優點，因此
非常適合應用於在點照護檢驗（POCT）【Li-Te Yin et al., 2000】。在點
照護檢驗（point of care testing, POCT）可以應用於居家照護與醫院，其最
主要的目的是使檢驗結果快速的資訊到達醫師或病患手中，臨床與實務操
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1.2研究目的與動機 





層分析法【Abeyrathne PD et al.,2007、Kailasapathy K. et al., 2000、Stefan 
Oehler et al., 2000、Southern E. M. et al.,1975、Xiaoli Liang et al., 1998】。
關於蛋白質與硝化纖維素之間的結合機制目前尚未了解，其表面之疏水性





纖維素之感測閘極上【Pijanowska D.G. et al., 2001】，如圖1-2所示。 
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1.3論文架構 






























































































測器之關鍵技術為漸ೳ波技術與表面電ዀ共振技術【Van Der Spoegel J. et 
al., 1983】，如圖2-3。 
（3）壓電晶體生物感測器（piezoelectric quartz crystal biosensor）：壓電
晶體對於重量具高度靈敏度，而常ـ的壓電晶體生物感測器有：ࠆ度୊力
ኳ式（thickness-shear mode, TSM）、表面聲波（surface acoustic wave, 
SAW）、៻曲表面波（flexural plate wave, FPW）、聲ॣ岅݈ኳ式（acoustic 






    









於感測膜上即稱為酵素感測器（Enzyme modified filed effect transistor, 
EnFET），如圖2-5所示。 





























































    
延伸式閘極感測場效電晶體（extended gate field effect transistor, 
EGFET）主要由離子感測場效電晶體（ion-selective filed effect transistor, 
ISFET）延伸而來，J. Van Der Spiegel et al.於1983年首先提出延伸式閘極
感測場效電晶體之結構【Van Der Spoegel J. et al., 1983】圖2-8所示，其中
有一條同ື電ᢑ，此水岅式ତ峚架構，具四個ତ峚架構，其利用؈積於閘
極上的IrOx、LaF3、AgCl、Ag2S等感測膜，分別偵測H+、F-、Cl-、Ag+等
四種離子之感測器。1986年，T. Katsube et al. 利用ᘢᗓ法將氧化⥩ᘢᗓ
於離子感測場效電晶體上，以此基ᘵ進行尿素與ဟ๻糖酵素感測器之研究







































2.4相轉換法（Phase inversion process） 
相轉換法是一般較常用薄膜製鄠法，所ᒏ相轉換法由Kesting等學ޣ





（1）熱ᇨ導式相轉換法( Thermal induced phase separation，TIPS )：1990 年








構的形成【Kurata M., 1982、Mehta R. H. et al., 1995、Vandeweerdt P. et 
al.,1991】。 
（2）ଳ式相轉換法( Precipitation by solvent evaporation )：此方法由Kesting 
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【Zeman L. et al., 1993】。因此，溶劑與非溶劑的醞發速率及相分離行為
是其主要௓制ᡂ數。 
（3）ᇃ਻相؈ᐘ法( Precipitation from the vapor phase )：此法由Strathmann 





（3）ᔸ式相轉換法( Immer sion precipitation )：此法常用以製造非對稱形
薄膜【F. C. Lin et al., 1996、J. Y. Lai et al., 1998、Mulder M., 1991、








（5）ଳ/ᔸష合製程( Dry / Wet process)：由Zsigmondy 與Bachman 等學
ޣ於1992年提出஑利【Zsigmongy R. et al., 1992】，用以製鄠超過ᘠ薄膜，

























    非對稱高分子薄膜常以相轉換法（phase inversion method） 來製鄠， 
其中ᔸ式相轉換法是最常被௦用的方法【F. C. Lin et al., 1996、J. Y. Lai et 




質傳交換作用發生相分離而分成高分子酢相（rich phase） 及೦相（lean 
phase），其中高分子酢相會固化（solidified）形成薄膜，而೦相則會形成
孔ࢰ（pore）。 
    在ᔸ式相轉換法成膜過程中包含了兩個十分重要的因素，一是成膜系
統（高分子-溶劑-非溶劑）的熱力學性質（如binodal curve、spinodal curve、
tie-lines… .等）所造成之相分離行為，另一則是溶劑-非溶劑間交換的質 
傳動力學，1956 年Tompa et al.【Tompa H., 1956】以Flory-Huggins therory 
計ᆉ三成份成膜系統之熱力學性質，並ᙖ由理論計ᆉᕇ得等ྕ下的液-液
  -19-
相分離ᜐࣚ（liquid-liquid phase separation gap）在相圖中的相對位置，即
所ᒏ的binodal curve。而其熱力學三成份等ྕ岅ᑽ相圖之相關位置如圖
2-10所示： 
    圖2-10中包含binodal curve、spinodal curve、結線（tie-line）、固化線







期之研究大都是集中於binodal curve的؃ڗ【Tompa H., 1956】，因為binodal 
curve在相圖中的位置，決定了相分離୔的大小，一般而ق，相分離୔較
大ޣ，所製鄠出膜材之孔ሜ度岿較大【Flory P. J., 1953、Tompa H., 1956】。
此外岿有೚多文獻提出， 相分離時的組成（tie-line）岿是成膜過程中主












































































    
血ዀ中尿素濃度為18-36 mg/dl，而臨床上尿素測量常以其含釘量表
示，稱為尿素釘（blood urea nitrogen，BUN），1 mg/dl尿素釘相當於2.14 
mg/dl尿素濃度，血液中尿素釘之正常ॶ為9-18 mg/dl。 













































































 硝化纖維素：powder，由Sigma chemical companyᖼ得。 
 3-glycidoxypropyltrimethoxysilane（GPTS）：由Pierce chemical company
ᖼ得。 
 尿素酶：urease，EC 3.5.1.5，powdes，type IX，20,000-40,000 units/g
來自Jack beans，由Sigma chemical company所ᖼ得。 
 尿素：urea，由J.T Baker所ᖼ得。 
 ITO玻璃基݈：50-100 Ω/□，ITOࠆ度230Å。 
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3.4 量測系統 































    
為了探討經硝化纖維素溶液修飾之生物感測器其固定蛋白質效率，因





















4.1 硝化纖維素溶液之phase inversion process 







compound中之silane group與受質進行化學鍵結，在先前Pan et al.與Yin et 
al.文獻中提到元件表面之面積會影響SnO2 pH電極的感測度，低ߔ抗與表
面面積較大之元件有較佳的pH感測度。 
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圖1-2、Scheme of the second measurement setup with the microreactor packed 
with lipase immobilised onto the NC sheets and lipase coupled to glass beads 











































































圖2-1、電化學生物感測器之種類：(a) Amperometric biosensors、(b) 





































圖2-9、非對稱離子選擇元件之等效電路【Janta J., 1983】 
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圖2-11、(a) Schematic repressentation of casting film/coagulant interface. (b) 
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圖4-8、尿素感測器穩定 
